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(g) Neue TNF-Peptide 



Es werden Peptide der Formel 

worin A. X und Y die in der Beschreibung angegebenen Be- 
deutungen besitzen, sowie deren Herstellung beschrieben. 
Die neuen Peptide eignen sich zur Bekampfung von Krank 
heiten. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue, vom Tumor Nekrose Faktor (TNF) abgeleitete Peptide, deren Herstellung und 
deren Verwendung ills Arzneimiltel. ' ■ ' 

Von Carswell ei al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 3666. 1975) wurde berichtet. daB das Serum von Endotoxin- 
behandelten Tieren. die zuvor mit dem Mycobacterien-Stamm Calmetie-Guerin (BCG) infiziert worden waren. 
eine hamorrhagische Nekrose bei verschiedenen Tumoren in der Maus bewirkte. Diese Aktivitat wurde dem 
Tumor Nekrose Faktor zugeschrieben. TN F zeigt auch eine zytosiatische oder zyiotoxische Wirkung gegenuber 
einer Vielzahl von transformierten Zellinien in vitro, wahrend normale menschliche und tierische Zellinien davon 
nichi betroffen werden (Lymphokine Reports Vol. 2. pp 235-275. Academic Press. New York. 1981). Kiirzlich 
wurde die biochemische Charakterisierung und das Gen fur menschlichen TNF beschrieben (Nature 312. 724, 
1984; J. BioL Chem. 260, 2345. 1985; Nucl. Acids Res. 13, 6361. 1985). 

Aus diesen Daten laBt sich folgende Proieinstruktur fur das reife humaneTNF ableiten: 

ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 

GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAlaAsnAlaLeuLeuAlaAsnGIy 

ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuVaiValProSerGluGlyLeuTyrLeuIleTyrSer 

GlnVaiLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 

SerArglleAiaValSerTyrGlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 

CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGIuProIleTyrLeu 

GlyGiyValPheGlnLeuGluLysGlyAspArgLeuSerAlaGluileAsnArgProAsp 

TyrLeuAspPheAlaGiuSerGlyGlnValTyrPheGlyllelieAlaLeu 

Weiterhin wurde das TNF-Gen von Rind, Kaninchen und Maus beschrieben (Cold Spring Harbor Symp. 
Quant. Biol. 51. 597. 1986). 

Neben seinen zytotoxischen Eigen.schaften ist TNF einer der Haupibetciligten an eniziindlichen Reakiionen 
(Pharmac- Res. 5, 129. 1988). Im Tiermodell konnte die Beteiligung von TNF beim septischen Schock (Science 
229.869. 1985) und der Graft versus Host Disease (). Exp. Med. 166. 1280, 1987) gezeigt werden. 

Es wurde nun gefunden. daC Peptide mil wesentlich geringerem Molekulargewichi giinsiige Eigenschaften 
besitzen. 

Gegensiand der Erfindung sind Peptide der Formel I. 
X-A-Y (I), 
worin 

A -Gln-Arg-Clu-Thr-Pro-GIu-Gly-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-. 
-His-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Trp-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-. 
-His~Arg~Glu-Thr-Pro-GIu-GIu-Ala-Glu-Pro-Met-Ala-. 
-Pro-Arg-Asp-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-, y< 
-Pro-Gly-Leu-Gln-Glu — Pro-. — Pro— Gly-Pro-Gln-Gly-Pro- oder 
— Pro-Gly-Leu-Gln~Gly-Pro- bedeutel 

X fiir eine Gruppe G - NH -OHM -CO-. G-NH-CHM-CO- W-. G-R-NH-CHM-CO- oder 
G-R-NH-CHM-CO-W- und 

Y fur eine Gruppe -Z, - NH-CHQ-CO-Z, - V-NH-CHQ-CO-Z. -NH-CHQ-CO-U-Z oder 

-V-NH-CHQ-CO-U-Zsteht, 

wobei in X und Y 

G ein Wasserstoffaiom oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet. 

Z fur eine OH- oder NH2-Gruppe oder eine Carboxylschutzgruppe. steht oder 

G und Z zusammen auch eine kovalenie Bindung oder die Gruppe -CO— (CH?)^ — NH— bedeuten, wobei a 
eine Zahl von 1 bis 12 ist, 

R. U. V und W Peptidketten aus 1 —4 naturlich vorkommenden a-Aminosauren darstellen und 
M und Q Wasscrstoffatome oder eine der Gruppen 
-CH(CH5):. -CH(CHi)-C2H5. -CbH-;. -CH(OH)-CHj. 

XJ -K'H.),-T 



(mit b in der Bedeutung einer Zahl von 1 bis 6 und T in der Bedeutung einer 0H-. CHiO-. CHiS-. (CHj)2CH% 

C6Hr.p-HO-C6H4-.HS-.H.N.. HO-CO-. H:N -CO-. N2N-C( = NH)- NH-Cruppe)oder 

M und Q zusammen eine -(CH2)c-S -S -(CH.)^. -(CH:)^— CO- NH -(CH:)/^ oder -(CH2)e- NH-CO- 

(CH2)j,'— NH— CO — (CH2)/^Brucke (mil cund din der Bedeutung einer Zahl von I bis 4. e und /"einer Zahl von 1 

bis 6 und ^einer Zahl von I bis 12) bedeuien. 

sowie deren Saize mit physiologisch vertragiichen Sauren. 
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Die Peoiide der Formel I sind aus L-Aminosauren aufgebaui. sie- kdnncn abe. 1 bis 2 p-Aminosiiuren 
enlhahen Die Seitenketten der trifunktionellen AminosSuren konnen Schuizgruppen iragen oder ungeschutzt 

''°Airph;siologisch vertraaliche Siiuren smd insbesondere zu nennen; Salzsaure Zitronensaure. Weinsaure. 
MiVchsau e PhSsphorsaurerMethansulfonsaure. Essigsaure. Ameisensaure. Malemsaurc. Fumarsaure, Apfe sau- 
re BerJs?einsau?e, Malonsiiurc. Schwefelsiure. L-Gluiaminsaure. L-Asparagmsaure. Brenztraubensaure. 
Schleimsaure.Ben7:oesaure.Glucuronsaure,Oxalsaure.Ascorbinsaure.Acetylglycin. _ ^„ . _ _ . , 
DYe^euen Peptide konnen insbesondere offenkettig (G - H. Ammoschuugruppe: Z -OH. NH,. Carboxyl- 
schuugruppe M und Q niche mitemander verbunden). Disulfid-verbruckt (G = H. Ammoschuugruppe: Z = OH. 
Sh rJXylschuugruppe: M^Q = "(CH-O.-S-S -(CH.Oc^)^ Seuenketten-ve^^^^^^^^ Am.no- 
schu zgruppe. Z = OH. NH:, Carboxylschutzgruppe. M +Q = - CHj)e-NH-LO-(CH.)^ oder 
-(CH?)?-NH-CO-(CH2W Oder Kopf-Schwanz-verknupft (G + Z = kovaiente Bmdung oder -CO- 

^'^Die'nllin "vSndungen lassen sich nach in der Peptidchemie bekannten Methoden herstcllen. 

So kann man die Peptide sequential aus Aminosauren oder durch Fragmemverknupfung geeigneter klemer 
Peptide aufbauen. Beim sequentiellen Aufbau w.rd die Peptidkette beginnend am C-Termmus stufenwc.se um 
iewe Is eiSe Aminosaure verlangert. Bei der Fragmentkupplung konnen Fragmente untersch.edl.cher Lange 
EnanTr verknupft werden. wobei die Fragmente wiederum durch sequenueilen Aufbau aus Am.nosauren 
Oder ihrerseits durch Fragmentkupplung gewonnen werden konnen. Die cycl.schen Peptide werden nach Syn- 
?hese d^roffenkettigen Peptide durch eine in hoher Verdunnung durchgefuhrte Cyci.s.erungsreakuon ^rha ten^ 20 

Sowohl beim sequentiellen Aufbau. als auch bei der Fragmentkupplung mussen die Bauste.ne durch B,ldung 
einerAmidbindung verknupft werden. Hierzueignensichenzymatischeundchemische Methoden. • 

cLmT Che Methoden zur Amidbindungsbildung sind ausfiihrlich behandelt be. Miiller. Methoden der Organ.- 
schen Chemie Vol XV/2. pp 1-364. Thieme Verlag, Stuttgart. 1974; Stewart, Young. Solid Phase Peptide 
Synthesis pp 31-34. 71 - 82 Pierce Chemical Company. Rockford. 1984; Bodanszkv^ Klausner. Ondettu Peptide 25 
sJn hesis' pp 85-128. lohn Wiley & Son.s. New York. 1976 und anderen Standardwerken der Pept.dchemie. 
Besonder's bevorzugt sind die Azidmeihode.die symmetrische und gem.schte Anhydndmethode, m s.tu erzeugte 
Oder Draformierte Aktivester und die Amidbindungsbildung mit Hilfe von Kupplungsreagenz.en (Aktivatoren). 
msbesonderTDicvclohexylcarbodiimid (DlC). Diisopropylcarbodiimid (DIQ '■^'^-^y'^'^<'X'^^^^^^^^ 
hvdrochinolin (EEDQ). l-Ethyl-3-(3.dimethylaminopropyl)-carbod..m,dhydrochiorid (EDCIX n;P;oP'»"- ■>« 
KphonsVureanhydrid (PPA).N N.m (BOP-CI), D.phenyl- 

EhoJ^bzid (DPPA) Castros Reagenz (BOP). 0-Benzotriazolyl-N,N.N',N -tetramethyluronmm-Salze 
(HBTUr's ilphenvl-t^ (Steglichs Reagenz; HOTDO) und U'-Car- 

bonyl diimidazol (CDl). Die Kupplungsreagenzien konnen ^'l^'" °der in Kombmat.on mu Addmven w.e 
N N'-Dimethyl-4-aminopvridin (DMAP). N-Hydroxybenzotriazol (HOBt), N-Hydroxybenzotriaz.n (HOOBt). 
N-Hvdroxvsuccinimid(HbSu) oder 2-Hydroxypyridineingesetzt werden. 

Wkhrend be. der enzymatischen Peptidsynthese normalerweise auf Schutzgruppen verz.chtet werden kann. 
ist fur Se chemische Synthese e.n reversibler Schutz der an der Bildung der Am.dbindung nicht beteil.gten 
eakt ven funktionellen Cruppen der be.den Reaktionspartner erforderlich. Be. den chem^chen Peptidsynthe. 
sTn werden drei literaturbekanntc Schutzgruppentechniken bevorzugt: D.e Benzyloxycarbonyl(Z)-. d.e i-Buty- 
loxycarbonyl(Boc)- und die 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppentechn,k. Bezeichnet ,st jewe.ls 
S Schmzgmppe der a-Aminofunktion des kettenverlangernden Bausteines. Die Seitenkettenschutzgruppen 
dor tnfunktionellen Aminosauren werden so gewahlt. daB sie nicht notwendigerwe.se zusammen tn.t der 
a-Aminoschutzgruppe abgespalten werden. Eine ausfuhrliche Ubers.cht uber Am.nosaureschutzgruppen g.bt 
Muller. Methoden der Organischen Chemie Vol XV/1. pp 20-906. Th.eme Verlag. Stuttgart. 19/4. 

Die Bausteine die dem Aufbau der Peptidkette dienen. konnen .n Losung. .n Suspension oder.nach e.nem 
ahSichen Ve Sren. wie es von Merrificld in ). Amer. Chem^Soc. 85. 2149. 1963 '^"^J"^,^- l^^^lf "^"^ 
gebracht werden. Besonders bevorzugt sind Verfahren, be. denen Peptide sequentiell oder durch Fragment 
kupplung unter Verwendung der Z-. Boc- oder Fmoc-Schutzgruppentechn.k aufgebaut werden. wobei die 
Reaktionspartner in Losung zur Reaktion gebracht werden. sowie Verfahren. be. denen. ahnl.ch der genannten 
MerrS S^^^ ein Re' kt.onspartner'an einen unloslichen polymeren Trager (.m folgenden auch Harz 
genannt) gebunden zur Reaktion gebracht wird. Dabe, wird das Peptid typ.scherw-e.se unter Verwendung der 
loc- ode? Fmoc-Schutzgruppentechnik sequentiell am polymeren Trager aufgebaut, wobe. d.e wachsende 
Peptidkette am C-Terminus kovalent mit den unloslichen Harzie.lchen verbunden ist ( vgl. Abb. 1 ""^ 2^ D.ese 
Arbeitsweise erlaubt es. Reageniien und Nebenprodukte durch Filtration zu entfernen. d.e Umkr.stall.sat.on von 
Zwischenprodukten wirdsomituberflussig. j j- 1 j- ,i;^u ;„ 

Die gcschutzten Aminosauren kOnnen an beliebige geeignete Polymerisate gebunden ^^r^^-.^'^J'^^ ,^ '^^'^ 
den verwendeten Losungsmittein unloslich sein und eine bestand.ge physjkalische Form die le.ch e Fi Urat.on 
ermoglicht. aufweisen mussen. Das Polymerisat muO eine funktionelle Gruppe enthalten. an d'e die erste 
geschutzte Aminosaure durch eine kovalente Bindung fest gebunden werden kann. Fur d.esen Zweck e.gnen s.ch 
die verschiedensten Polymerisate. z. B. Cellulose. Polyvinylalkohol. Poiymethacrylat. sulfoniertes Polystyrol. 
chUme?hXtes Copolymerisat von Styrol und Divinylbenzol (Merrifield-Harz). 4-Methylbenzhydrylam,n. 
HarzTMBHA-Harz).Phenylacetamidomethyl-Harz(Pam-Harz).p-Benzyl^ 

mfn Harz (BHA-Harz) 4-(Hydroxymethyl)-benzoyloxymethyl-Harz. Harz nach Breipohl et al. (Tetrahedron 
Leu28l65 1987 Fa B\cHEM).HYCR , 
Fur die Peotidsvnthese in Losung eignen sich alle Losungsmittel, die sich unter den Reaktionsbedingungen a s 
inerre^we^en insSSL^^^^^^ (DMF). Dimethylsulfoxid (DMSO). Aceton.tril. 

Dichlormethan (DCM). 1.4-Dioxan.Tetrahydrofuran (THF). N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) sowie Gem.sche der 
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imterdrucken SO dieTNF-Wirkung. Die neuen Peptide erweisen sicn m wcnvu.ic ^■i.i^...m.v..«.v c-. - 
u V n^^^^^^^^^^ und Autoimmunerkrankungen sowie zur Bekampfung ""d Prop y^^^^^^^ 

on InfekS Entzundungen und AbstoBungsreaktionen bei Transplantauooen e-ngesetzt werden konnea 
Durch gekl^" werden. welche Wirkungsweise die einzelnen Peptide bes.tzen M 

dn r T^^F^^^^^^^^^ wird die Zvtotoxizitat des Peptids dutch Inkubation der Zell.nie m Gegenwar des 

Peo ids bes immt 1^^^^ zweiten V^^suchsansatz inkubiert man die Zellinie mit dem entsprechenden Peptid ,n 
Swa« ^ TNF-Menge. Dadurch kann die INF-antagonisierende W.rkung nac gew.e^ 

Ten weX AuBerL wird durch ein in vitro Bindungsexperiment die Afhn.tat des Pept.ds zum zelluiaren 

'S'K^chrSakter-.^ der neuen Peptide auf ihre agon.st.sche oder antagonistische Wirkung 
erfolgte in folgenden Testsystemen: 

I Zytotoxizitatstest auf TNF-sensitiven Indikatorzellen, 

II Kompetition-ZytotoxizitatstestaufTNF-sensitivenlndikatorzellen . 
III. Kompeiition-Rezeptorbindungstest auf TNF-Rezeptor exprimierenden Indikatorzellen. 

1. Zytotoxizitatstest 

Die agonistische Bewertung der neuen Peptide basiert auf deren zytotoxischer Wirkung auf TNF-sensitiven 
Zell^n {z B L929. MCFJ. A2W. U937). Der Test mit 1929 und MCF-7 wurde w.e folgt durchgefuhrt: 

I lOOulKulturmediummit3bis5 x lOMrisch trypsinierteasich imexponentielienWachstumb^^^^^^^^^ 
L9 '9 Zellen (Maus) bzw. MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die Veri.efungcn e.ner 96-Loch-Flachboden- 
KulLrplaue p^^^^^^^^^^^ Die Platte wurde uber Nacht bei 37»C im Brutschrank inkub.ert. Die m.t Wasser- 
dampfgesattigteLuftimBrutschrankenthielt5Voi.-'>/oC02. u • \ -;a „i t,:rr^,n9Wtiviertes 

Das L929-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle 1 x Boehnnger. Mannheim). 50 ml huzeinaktmertes 

^•iuren 3mll M-HeDes-PufferpH7,2und50mlGentamycin(50mg/ml). ■ l 

OrMCFliultS enthielt 500 ml MEM Dulbecco I x (Boehnnger. Mannheim). 100 ml hitzemak- 
tivieries(30 min,56°C) FCS, 5 ml L-GIutamin und 5 ml 100 x nichtessentielle Ammosauren. 

Am folgenden Tag wurden 100 ul der zu prufenden Peptid-Losung zu den Zellku turen gegeben und 
;cHcn2firtrtrier;lusatzlichwurdenein^^^ 

Zellkulturcn) und einige rhu-TNF-Kontrollen (d. h. mit rekombmanten humanen ™F ^/^Jj"^^^^^^^ 

ren) mit angelegt. Die Kuiturplatte wurde 48 h bei VX in einer Atmosphare aus wasserdampf-gesattigter 

^t^Proz'en^^^^^^^^ 

der Kristallviolettfarbung bestimmt, Dazu wurden die Fliissigke.ten aus den Vertiefunge durch Abschla 
gen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung wurden 50 ^\ Krisiallviolettlosungen p.pettiert. 
Die Kristallviolettlosung hatte folgende Zusammensetzung: 
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3,75 g Kristallviolett 
IjDgNaCl 
161.5 ml Ethanol 
43.2ml37%Formaldehyd 
60 ad 500 ml Wasser 



65 



Die Kristallviolettlosung blieb 20min in den Vertiefungen un wurde dann f/" 'i'^. ^ ^^^^ 
schlicBend wurden die Platten jcweils 5mal durch Eintauc en ,n Wasser gcwaschen. j^^^'^^^"^^^^^^^^ 
denen Farbstoff zu entfernen. Der zellgebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 ul Reagenzlosung 
(50% Ethanol. 0.1 0/0 Eisessig. 49.9% Wasser) in jede Vertiefung aus den Zellen extrah.ert 
. Durch Schiittdn der Platten fiir 5 min erhielt man in jeder Vertuifung e.ne gle.chmaB.g 
Zur Bestimmung der iiberlebenden Zellen wurde die Extmktion der Farbelosung in den einzelnen Vert.e 
fungen bei 540 nm gemessen. 
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5 Danach wurde bezogen auf die Zellkonirolle. der 50-%-ZYtotoxizitatswert definiert und der Kehrwert 
der Probenverdiinnung, die zu 50% Zyiotoxizitai fuhn, als zyiotoxische Aktivitat der uniersuchten Probe 
ermitteli. 

1 1. Kompetition-Zyiotoxiziiatsiesi 

Die antaffonistische Bewertung der Peptide basiert auf deren Eigenschafi. die zytotoxische Wirkung von 
rhu-TNF auf TNF-sensiiiven Zellen (z. B. L929, MCF-7. A204. U937) zu kompeiiiieren. Der Kompetiiion-Zyioto- 
xizitaisiest mit L929 und MCF-7-Zellen wurde wie folgi durchgefuhrt: 

I too ul FCuliurmedium mit i bis 5 x 10-» frisch trypsinierten, sich im exponentiellem Wachstum befinden- 
den L929-Ze]Ien (Maus) bzw, MCF-Z-Zeilen (Mensch) wurden in die Vertiefungen eincr 96-Loch-Flachbo- 
den-KulturpIatte pipetiiert. Die Piatie wurde uber Nachi bei 37''C im Brutschrank inkubiert. Die mit 
Wasserdampf gesattigte Luft im Brutschrank enthielt 5 Vol.-% CO:. 

Das L929-K:ulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle I x (Boehringer. Mannheim), 50 ml fiir 30 mm bei is 
56"C hitzeinaktivienes FCS. 5 ml L-Glutamin (200 mM). 5 ml 100 x nichtesseniielle Aminosauren, 3 mi 

1 M-Hepes- Puffer pH 7.2 und 500 ^L[ Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 mi MEM Dulbecco 1 x (Boehringer, Mannheim). 100 ml hitzemak- 
tiviertes (30 min. 56''C) FCS. 5 ml L-Glutamin (200 mM) und 5 mllOO x nichtessentielle Aminosauren. 

2 Am niichsten Tag wurden 100 |al der zu priifenden Peptid-Losung zu den Zellkuliuren zugegeben und 20 
seriell 2fach titriert Zu diesen Zellkulturen wurden dann 100 ^1 einer rhu-TNF-Verdunnung in Kuliurmedi- 

um die in der Endkonzentration in der Zellkultur eine 80^100% zytotoxische Wirkung hat, zugegeben. 
Zudem wurden einige Zeiikontrollen (d. h. mcht mit Peptid-Losung und nicht mit rhu-TNF-Losung behan- 
delte Zellkulturen) und einige rhu-TNF-Kontroilen (-nur mit rhu-TNF-Losung behandelte Zellkulturen) 
mi'i angelegt. Die Kulturpiatte wurde dann 48 h bei 37°C in einer Atmosphare aus wasserdampf-gesattigter 25 
Luft mit 5 VoI.-%C02 inkubiert. - , ^ 

3 Der Prozentsatz uberiebender Zellen in den mit Subsianzlosung behandelten Kuliuren wurde mittels der 
Kristallvioleitfarbung bestimmt. Dazu wurden die Flussigkeiten aus den Vertiefungen durch Abschlagen 
derTcstplatie entfernt. In jede Vertiefung wurden 50 ^il Kristallviolettlosungen pipetiiert. 

Die Kristallviolettlosung hatte die in 11.3 angegebene Zusammensetzung.. io 
Die ICrisialiviolettlosung blieb 20 min in den Vertiefungen und wurde dann ebenfalls abgeschlagen. An- 
schlieOend wurden die Platten jeweils 5mal durch Eintauchen in Wasser gewaschen, urn den nicht zeligebun- 
denen Farbstoff zu entfernen. Der zellgebundene Farbsioff wurde durch Zugabe von 100 ^il ReagenzlCsung 
(50% Ethanol. O.t % Eisessig. 49,9% Wasser) in jede Vertiefung aus den Zellen extrahien. 

4 Durch Schuttein der Platten fur 5 min erhielt man in jeder Vertiefung eine gleichmaSig gefiirbie Losung. 35 
Zur Besiimmung der uberlebenden Zellen wurde die Extinktion der Farbelosung in den einzelnen Vertie- 
fungen bei 540 nm gemessen. 

5 Danach wurde. bezogen auf die Zellkonirolle und die rhu-TNF-Kontrolle der 50-%-Kompetuionswert 
definiert und die "probenkonzentration. die bei der vorgelegten rhu-TNF-Konzentration zu 50% Kompeti- 
lion der rhu-TNF-Zytoioxizitai fiihrt. als antagonistische Aktivitat der uniersuchten Probe ermittelt 40 

111. Kompetition-Rezeptorbindungstest 

Sowohl die agonistische als auch die antagonistische Wirkung von Peptiden setzi voraus, daC letztere an den 
TNF-Rezcptor binden. Das bedeutet. daQ Peptide mit agonistischer bzw. antagonisuscher Wirkung und rhu- 45 
TNF urn die Bindung am TNF-Rezepior auf TNF-sensiiiven Indikatorzellen (z. B. U937) konkurneren. Der 
Kompetition-Rezeptorbindungstest wurde wie foigt durchgefuhrt: 

1 100 ul Medium mit verschiedenen Konzentrationen des zu prQfenden Peptids sowie des rhu-TNF( = Kon- 
trolle) wurden in die ReaktionsgefaQe pipetiiert. Das Medium enthielt 500 ml PBS (Boehringer. Mannheim). 50 
10 ml hitzeinaktivienes (30 min, 56*^ C) FCS und 100 mg Natriumazid. 

2. AnschlieOend wurden 100^1 Medium mit I ng '25jod-markiertem rhu-TNF (Lactoperoxidase-Methode 
nach Bolton) in die ReaktionsgefaQe gegeben und gemischt. Zur Besiimmung der unspezifischen Bindung 
(NSB) wurde in den ReakiionsgcfaQen das '"lod-markierie rhu-TNF (1 ng '"j.^hu-TNE in 100 ^1 Medium) 
mit dem 200fachen OberschuB an nicht radioaktiv markiertem rhu-TNF (200 ng rhu-TNF 100 ^il Medium) 5.5 

gemischt, . . ^ « . • . 

3 Dann wurden 100 ^il Medium mil 2x 10*^ U937.Zellen (Mensch) m die ReakiionsgefaOe pipeitiert und 
gemischt. Die ReakiionsgefaOe (Tesivolumen 300 ^1) wurden 90 min bei 0°C inkubiert. Nach 45 mm wurden 
die Reaktionsansatze nochmaisdurchmischt. . ^ , 

4 Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 5 min bei 1800 rpm und 4'^C zentrifugiert. 3mal mit Medium bO 
gewaschen, quaniitativ in Zahlrohrchen uberfuhri und die zellgebundene Radioaktivitat in einem Clmi 
Gamma Counter 1272 (LKBWallac) bestimmt. , ^ u- ^ 

5. Nach Korrektur der MeBwerte um die unspezifische Bindung wurde. bezogen auf die Gesamibindung. 
der 50% Kompetionsweri definiert und die Probenkonzentration. die bei der vorgelegten ^^sj.rhu-TNF- 
Konzeniration zu 50% Kompetiiion der '"j.rhu-TNF-Bindung fuhn. ais kompeiiive Aktivitat der unter- 65 
suchien Probe ermittelt. 

Die foigenden Beispiele sollen die Erfindung naher eriautern. Die proteogenen Aminosauren sind in den 



5 



Beispielen mit dem bekanntea Dreibuchstaben-Code abgekurzt. Daruber hinaus bedeuten: Ac = Essigsiiure. 
Hey - Homocystein. Orn - Ornithin, Dap = 2.3-Diaminopropionsaure. 

A. Allgemeine Arbeitsvorschriften 

I. Die Syntheseder Peptide gcmaBAnspruch 1 erfolgte mit Hilfe der Stand^^^^ 
Festphasenpeptidsynthese an einem vollautomatischen Peptidsynthes.zer Mode!! 430A <ier Firm^^^^^^^ 
BIOS YSTEMS. Das Gerat benutzt fur die Boc- und Fmoc-Schutzgruppeniechnik unterschiedliche 

Synthesezykien. 



a) Synthesezyklus fur die Boc-Schutzgruppeniechnik 

• r^^» 1 ■ t X 3 min 

1 . 30% Trifluoressigsaure in DCM I x 1 7 min 

2. 50% Trifluoressigsaure in DCM ^ 

3. DCM-Waschschritt ^ ^ ^ ^-^^ 

4. 5% Diisopropylethylamin in DCM I x 1 min 

5. 5% Diisopropylethylamin in NMP . ^ ^ 

6. NMP-Waschschritt 

7. Zugabedervoraktivieriengeschutzten Ammosaure ^^.Mo^r^nKAs 

(Aktivierung durch 1 Aquivalem DCC und 1 Aquivalent HOBi m NMP/DCM); ^ ^ 

Peptidkupplung(l.Teil) . , -i oao/ r\KAQn 

8. Zugube von DMSO zur Reaktionsmischung bis zu emem Volumenanieil von 20% DMSO ^ ^ 

9. PeptidkuppIung(2.Teil) « i • u 

10. Zugabe von 3.8 Aquivalenten Diisopropylethylamm zur Reaktionsmischung ^ 

11. Peptidkupplung(3.Teil) 3^ ^ 

12. DCM-Waschschriit . .. , c\ 

1 3. bet unvollstandigem Umsatz Wiederholung der Kupplung (zuruck zu 5.) 

1 4. 10% Essigsaureanhydrid, 5% Diisopropylethylamin in DCM 

15. 10% Essigsaureanhydrid in DCM 

1 6. DCM-Waschschritt 

17. zuruck zu I. 



1 X 2 min 
1 X 4 min 
4 X 1 min 



b) Synthesezyklus fur die Fmoc-Schutzgruppentechnik 

„, . , . 1 X t min 

1. NMP'Waschschntt ^ 

2. 20% Piperidin in NMP ^ ^ ^^^-^ 

3. 20% Piperidin in NMP ^ ^ ^ ^^1^ 

4. NMP-Waschschritt 

5 Zueabe der voraktivierten geschutzten Aminosaiire r^^.^j. 

(Aktivierung durch I Aquivalem DCC und 1 Aquivalent HOBt in NMP/DCM): , x 61 min 

Peptidkupplung 3x Imin 

6. NMP-Waschschntt i cv 

7. bei unvollstandigem Umsatz Wiederholung der Kupplung (zuruck zu 5.) 

8. 10% Essigsaureanhydrid in NMP 

9. NMP-Waschschritt 
10. zuruck zu 2. 



1 X 8 min 
3 X I min 



II. Aufarbeitung der nach la erhaltenen Peptidharze 

Das nach la erhaltene Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet und in ein ^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ ^^^^^^^ 
Apparatur (Fu. PENINSULA) transferiert. Nach Zugabe eines Scavengers, vorzugsweise ^"'^^^^^^^^ 
sowie im Falle von tryptophanhaltigcn Peptiden eines Thiols zur Entfernung der indolischen Formylgruppe. 
vo'Sgsweise EthanditlSol (0.5 ml/g Harz) wurde unter Kuhlung mit fluss.gem ^ l^'-^'^^^^^^^^^ 
siert (To ml/g Harz). Man lieQ die Mischung sich auf O^C erwarmen und ruhrte 45 mm be. d.eser Temperatur. 
^nsch ieQend wurde der Fluorwasserstoff im Vakuum abgezogen und der Ruckstand m.t ^J^'f ^;,^;.f;^^^^^^^^ 
um rcstlichen Scavenger zu entfernen. Das Pcptid wurde mil 30%»ger Essigsaure extrahiert. f.ltr.ert und das 

"'S Her'tell^^^^^^^^^^ Pepiidhydrazinen wurde das Peptidharz (Pam- oder Merrifieldharz) in DMF suspendie.t 
(15 ml/g Harz) und nach Versetzen mit Hydrazinhydrat (20 Aquivalente) 2 Tage bei '^^^""^^^^^P^r'^^'^f J^^J, ^ 
Zur Aufarbeitu^^ wurde das Harz abfiltnert und das Filtrat zur Trockene eingedampft. Der Ruckstand wurde 
aus DMF/Et:0 oder MeOH/Et^O kristallisiert. 

III. Aufarbeitung der nach lb erhakenen Peptidharze 

Das semiiB lb erhalicne Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet und anschlieQend in Abhangigkeit von der 



Flore> Fnioc-Workshop Manual. MGlbourno 1985). 



Das Pepiid enihal( .Spaltbedingungen 
Arg(Mtr) Met Trp TFA Sciivenger 



ncin 


nein 


nein 


95% 


5% H2O 


1.5 h 




ncin 


ncin 


95% 


5% Thioanisol 


>3 h 


nein 


ja 


ncin 


95% 


5% Ethylmethylsulfid 


1.5 h 


nein 


nein 


Ja 


95% 


5% Ethandilhiol/Anisol(! : 3) 


1.5 h 


nein 


ja 


ja 


95% 


5% Ethandithiol/Anisol/Ethyl- 


K5 h 








methylsulfid(f :i : 1) 






ja 


ja 


93% 


7% Ethandithiol/Anisol/ 


>3h 



Ethylmeihyisulfid(l : 3 : 3) 



Die Suspension des Pepiidharzes in der geeigneten TFA-Mischung wurde bei Raumiemperatur fur die 
angegebene Zeit geruhrt. danach wurde das Harz abfiltriert und mil TFA sowie DCM gcwaschcn. Das Filtrat 
und die Waschlbsungen wurden weirgehend eingeengt und das Peptid durch Zugabe von Diethyleiher ausgefallt. 20 
Nfach Abkuhlung im Eisbad wurde der Niederschlag abfiltriert, in 30% Essigsaure aufgenommcn und lyophili- 
siert 

IV. Reinigung undCharakterisierungder Peptide 

25 

Die Reinigung erfolgte mittels Gelchromatographie (SEPHADEX G-10, G-15/10% HOAc; SEPHADEX 
LH20/MeOH) und anschlieQender Mitteldruckchromatographie (Stationare Phase: HD-SIL C-18. 20— 45 p., 
100 A: mobile Phase: Gradient mit A =0.1% TFA/MeOH. B«0.1% TFA/H^O). 

Die Reinheit der erhalienen Endprodukte wurde mit analytischer HPLC (Stationare Phase: 100 x 2,1 mm 
VYDACC-18. 5 p, 300 A; mobile Phase = CH3CN/H20-Gradient. gepufferi mit 0.1% TFA. 40^ C) besiimmt. Zur jo 
Charakterisierung wurden Aminosiiureanalyse und Fast-Atom-Bombardment-Massenspektroskopie herange- 
zogen. 

B, Spezielle Arbeitsvorschriften 
Beispiol 1 

Ac-Ser-Pro-Thr-Gln-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu — Gly — Ala-Glu-Ala— Lys-Pro-Trp- 
Tyr-NH: 

40 

0.98 g Boc — Tyr(Br'-Z)— MBHA-Harz (Substitution - 0.51 mmol/g). entsprechend einer AnsatzgroBe von 
0,5 mmol. wurden gemaQ Ala mit je 2 mmol 

Boc-Trp(CHO)-OH 
Boc-Pro-OH 
Boc-Lys(CI-Z)-OH 
Boc-Ala-OH 
Boc-G]u(OChx)-OH 
Boc-Ala-OH 
Boc-Gly-OH 
Boc-Glu(OChx)-OH 
Boc-Pro-OH 
Boc-Thr(B7l)-OH 
Boc-GIu(OCHx)-OH 
Boc-Arg(Tos)-OH . 
Boc-Gln-OH 
Boc-Thr(Bzl)-OH 
Boc-Pro-OH 
Boc-Ser(Bzl)-OH 

60 

umgesetzL 

Nach beendeier Synihese wurde der N-Terminus acetyliert (Ausfuhrung der Schritte 1 —6 und 14 — 16 gemiQ 
Ala). Das Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet;die Ausbeute betrug 2,2 g. 

1,1 g des so erhaltenen Harzes wurden einer HF-Spaltung gemaS All unierworfen. Das Rohproduki (41 1 mg) 
wurde durch Gelfiltration (SEPHADEX G-10) und Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV; 50—65% A; 0,25% 65 
min^'^gereinigi. Es wurden 242 mg Reinprodukt erhalten. 



50 
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Beispiei 2 

H-Met-Val-Tyr-Pro-Gly-Leu-Gln-Glu-Pro-Trp-Leu-OH 

0.47 g Fmdc— Leu — p-Alkoxybcnzylalkoholharz (Substitution - 0,53 mmol/g), entsprechend ciner Ansaiz- 
groQe von 0,25 nnmol, wurden gemaO Alb mit je 1 mmol 

Fmoc— Trp — OH 
Fmoc— Pro— OH 
Fmoc-Giu(OtBu)-OH 
Fmoc-Gln-OH 
Fmoc— Leu — OH 
Fmoc-Gly-OH 
Fmoc -Pro -OH 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 
Fmoc-Val~OH 
Fmoc -Met— OH 

umgesetzt. 

Nach beendeter Synthese wurde das Peptidharz N-termima! entschutzt (Ausfuhrung der Schritte 2—4 gemaB 
Alb). Das erhaltene Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet; die Ausbeute betrug 0J2 g. 

Das nach der TFA-Spaltung gemaB AIII erhaltene Rohpeptid (251 mg) wurde dutch Gelfiltration (SEPHA- 
DEX G-10) und Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV; 60-75%; 0,25% min-') gereinigt. Es wurden 193 mg 
Reinprodukt erhalten. 

Analog Beispiei 1 und 2 lassen sich herstcllen: 

J H-Ser-Pro-Thr-Gln-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Gly-AIa-Glu-Ala-Lys-Pro-Trp-Tyr- 
OH 

4. H-Ser-Pro-Thr-Gln-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-Trp-Tyr- 
OH 

5. Ac-Ser-Pro-Tyr-Gln-Arg-GIu-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-Trp-Tyr- 
NH. 

6. Ac-Met-Val-Tyr-Pro-Gly-Leu-Gln-Glu-Pro-Trp-Leu-NH: 

Beispiei 7 



I 1 

Ac-Cys-Pro Gly -Lcu-Qln -Glu-Pro-Cys -N 

0.98 g Boc-Cys(pMB)-MBHA-Har7 (Substitution - 0.51 mmol/g). entsprechend einer AnsatzgroQe von 
0.5 mmol wurden gemaB Ala mil je 2 mmol 

Boc-Pro-OH 

Boc-Glu(OChx)-OH 

Boc-Gln-OH 

Boc-Lcu-OH 

Boc-Glv-OH 

Boc-Pro-OH 

Boc-Cys(pMB)-OH 

umgesetzt. 

Nach beendeter Synthese wurde der N-Terminus acetyliert (Ausfuhrung der Schritte 1 -6 und 14-16 gemiiB 
Ala). Das Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet; die Ausbeute betrug 1.35 g. 

0.68 g dcs so erhaltenen Harzes wurden einer HF-Spaliung gemaB All unterworfen. Das lyophilisierte Roh- 
produkt wurde in 2 I 0,1%igcr Essigsaure aufgenommen und der pH anschlieBend mit waBrigem Ammoniak auf 
8.4 eingcstellt. Unter Argonaimosphare wurde langsam O.Ol n FCi[Fe(Cn)b]-Losung zugeiropft, bis die gelblich- 
grune F arbung langer als 15 min bestehen blieb. Es wurde noch 1 h nachgeruhrt. dann mit Eisessig auf pH 4.5 
angesauert und mit 15 ml einer waOrigen Suspension eines Anionenaustauschers (BIORAD 3 x 4A. Chlorid- 
form) versetzt. Nach 30 min wurde das lonenausiauscherharz abfiltriert, das Fiitrat am Rotationsverdampfer auf 
too ml eingeengt und anschlieBend lyophilisiert. 

Alle benutzten Losungsmittel wurden vorher mit Stickstoff gesattigt, urn eveniuelle Oxidation der freien 
Cysteinreste zu verhindern. 

Das Rohprodukt wurde durch Gelchromtographie (SEPHADEX G-t5) und Miiteldruckchromaiographie 
(vgl. AIV: 65 -80% A; 0.25% min" ^) gereinigt. Es wurden 58 mg Reinprodukt erhalten. 
Analog Beispiei 7 lassen sich herstellen: 
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Beispiel 28 



AC Lys Mcl- Val Tyr Pro -Gly -Lcu-Gln-Glu-Pro-Glu-NH, 

, g Harz nach Breipohl e. al. (Fa. BACHEM). entsprechend einer AnsatzgroBe von 0.5 mmol wurde gemaO 
Albmit je2 mmol 

Fmoc-Glu(OiBu)-0H 

Fmoc-Pro-OH 

Fmoc-Glu(OBzl)-OH 

Fmoc-Gln-OH 

Fmoc— Leu — OH 

Fmoc-Gly-OH 

Fmoc-Pro-OH 

Fmoc-Tyr(tBu)-OH 

Fmoc-Val-OH 

Fmoc- Met -OH 

Fmoc-Lys(Boc)-OH 

umgesctzt. Nach beendeter Synthase wurde der N-Terminus acetyliert (Ausfuhrang der Schritte 2-4 und 8-9 
gemaB Alb). Das Peptidharz wurde .m Vakuu^^^^^^^^^ 5,,^, ^„ ^MF 

Das nach der TFA-Spaltung StT^^^-^"' ^J.^ » SSXhosphorjfi^ wurde 3 Tage bei Raumtempe- 
gelost. Nach Zugabe von 210 mg NaHCOj und 0 12 ml^^^^^^ Gelchromafographie (SEPHA- 

ratur geruhrt. Dann wurde zur Trockene emgcdamph^^ wurde in iS ml MeOH gelost und nach Zugabe von 
DEX LH 20) gerem.gt. Das ''«"f^'^°"°";^:fj/,^?."^^^^^^ des Katalysators und Eindampfen 

wurden 77 mg Reinprodukt erhalien. 
Analog Beispiel 28 lassen sich herstellen: 



n 
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Beispiel 39 



pGly Lcu-Gln-Glu-Pro-Trp-Lcu-Tyr • Pro-| 

Ml g Fmoc-Pro-p-AIkoxybenzylalkohol-Harz (Substitution ^ 0,45 mmol/g). entsprechend einer Ansatzgro- 
Se von 0,5 mmol. wurde gemaQ Alb mit je 2 mmol 

Fmoc-Tyr(tBu)-OH 
Fmoc-Leu — OH 
Fmoc-Trp-OH 
Fmoc-Pro-OH 
Fmoc-GIu(OBzI)-OH 
Fmoc-Gln-OH 
Fmoc-Leu— OH 
Fmoc-Gly-OH 

umgesetzt- Nach beendeter Synthese wurde das Peptidharz N*terminal entschutzt (Ausfuhrung der Schritte 
2-4 gemaB Alb) und anschlieOend im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 1.55 g. 

Das nach TFA-Spaltung gemafi AllI erhaltene Rohpeptid (486 mg) wurde in 500 ml entgastem DMF gelost. 
Nach Zugabe von 210 mg NaHCOj und 0.12 ml Diphenylphosphorylazid wurde 3 Tage bei ^^"^^^«^P^[:f^^^ 
ffcruhrt Dann wurde zur Trockene eingedampft und das Rohpeptid durch Gelchromatographie (SEPHADEX 
LH 20) gereinigt. Das isolierte Monomere (73 mg) wurde in 10 ml MeOH gelosi und nach Zugabe von 20 mg 
Pd/C (10%) 8 h bei Normaldruck hydriert. Das nach Abfiltrieren des Katalysators und Emdampfen erhaltene 
Produkt wurde durch Mitteldruckchromatographie (vgl. AIV; 60-70% A; 0.25% min'^) gereinigt. Es wurden 
48 mg Reinprodukt erhalten. 

Analog Beispiel 39 lassen sich herstellen: 

40 ^Tyr-Gln Arg Giu-Thr-Pro-Glu-Gly Aia-Glu- Ala-Lys-Pro-Trp") 

41 pLys'Met Val-Tyr Pro-Gly-Leu Gin-Glu Pro-Glu-] 
42. pTyr-Pro-Gly-Lcu-Gln-Glu-Pro-Trp-i 

Patentanspruche 
I. Gegenstand der Erfindung sind Peptide der Formel 1. 
X-A-Y (I) 
worin 

A -.Gln-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-. 
-His-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Trp-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-, 
_His-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Glu-Ala— Glu-Pro — Mei-Ala-. 
-Pro-Arg-Asp-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Leu-Lys-Pro-, 
-Pro-Gly-Leu-Gln-Glu-Pro-. -Pro-Gly-Pro-Gln-Gly-Pro- oder 
— Pro — Glv— Leu — Gin — Gly-Pro— bedeutet, 

X fur eine Gruppe G - NH-CHM-CO-. G~NH-CHM-CO- G-R-NH-CHM-CO-r 
oderG-R-NH-CHM-CO-W- und 

Y fur eine Gruppe -Z. -NH-CHQ-CO-Z, - V-NH-CHQ-CO-Z, ^NH -CHQ-CO-U-Z 
Oder -V-NH-CHQ-CO-U-Zsteht, 
wobei in X und Y 

G ein Wasserstoffatom oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet, 

Z fiir eine OH- Oder NH2-Gruppe oder eine Carboxylgruppesteht Oder 

G und Z zusammen auch eine kovalenie Bindung oder die Gruppe -CO-(CH2)a- NH- bedeuten. wobei 
a eine Zahl von 1 bis 12 ist, R» U V und W Pepiidketten aus 1-4 naturlich vorkommenden a-Amtnosauren 
darstellen und 

M und 0 Wasserstoffatome oder eine der Gruppen 
-CH(CHi)2, ~CH(CHi)-C2H5. -CeHs. -CH(OH)-CH,. 




Oder - (CHi),— T 
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H 
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nach in der Peptidchetnie bekannien Methoden hersicllt. 

Hierzu2Seite(n)Zeichnungen 
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ZCICHNUNGiN SElTE 1 



ci.S: C 07 K 7/09 

Offenlegungstag: 13. Juni 1990 



Abb. I : 0\e Boc 



■Schutzgruppentechnik am po\ymeren Trager 



Boc-NH-CH-CO-Harz 
SG-R 



TFA 
Base 



HpN-CH-CO-Harz 
SG-R 



Boc-NH-CH-COOH 
SG-R 



-I 



Akti vator 



Boc-NH-CH-CO-HN-CH-CO-Harz 
SG-R SG-R 



HF 



HF • H iN-CH-C0{NH-CH-C0}-NH-CH 



-COOH 



Boc 

SG 

R 



t-Butyloxycarbony\-Schutzgruppe 

SeitenK-etten-Schutzgruppe 

Aminosaure-Seitenkette 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Int. CI.5: 

Offenlegungstag: 



C 07 K 7/08^ 
13. Juni 1990 



Abb 



. 2: Die Fmoc-Schutzgruppentechnik am polymeren Trager 



Fmoc-NH-CH-CO-Harz 
SG-R 



Piperidin/OMF 



H2N-CH-CCHHarZ 
SG-R 



Fmoc-NH-CH-COOH 
SG-R 



-I 



Aktivator 



Fmoc-NH-CH-CO>HN-CH-CO-Harz 
SG-R SG-R 



TFA 



TF A . H 2N-CH-Co{nH-CH-Co}^NH-CH-CO0H 



Fmoc 
SG 



1 
R 



9-Fluorenylmethyloxycarbonyl-Schutzgruppe 

Se i tenketten-Schutzgruppe 
Ami nosaure-Se i tenkette 



J 



008 024/32S 



